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(57) Abstract 

The invention concerns the use of Dioscorea opposita extracts, wherein has been identified an amount of diosgenin, structural analogue 
of cholesterol, capable of being used industrially, and high slimming activity has been isolated therein through an original operation on 
human adipocytes: the reduction of lipids and intra-adipocyte triglycerides, particularly by reducing the mRNA coding for the LDL receptors 
and for enzymes involved in the lipid metabolism (HMG-CoA reductase and HMG-CoA synthase). Said Discorea opposita extracts are 
used, in cosmetic or dermopharmaceutical compositions, as such for preparing medicines with slimming effect. 



(57) Abrege 

L'invention concerne Tutilisation d'extraits de Dioscorea opposita. Nous y avons identifie* une quantite* de diosgenine, analogue 
structural du cholesterol, compatible avec une utilisation industrielle, et nous y avons mis en 6vidence de fortes activites amine issantes 
par le biais d'une action originale sur les adipocytes humains: la reduction des lipides et triglycerides intra-adipocytaires, en particulier 
par la reduction des ARN messagers codant pour les recepteurs aux LDL et pour les enzymes impliquees dans le metabolisme lipidique 
(HMG-CoA reductase et HMG-CoA synthase). Ces extraits de Dioscorea opposita sont utilis6s en Tetat, dans des compositions cosmetiques 
ou dermopharmaceutiques, telles quel les ou pour la preparation de medicaments pour obtenir un effet amincissant. 
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TITRE COMPOSITIONS AMINCISS ANTES CONTENANT UN EXTRA IT DE DIOSCOREA OPPOSITA 

L'industrie cosmetique est en permanence a la recherche de nouveaux ingredients 
qui possedent de reelles activites amincissantes et qui soient utilisables de maniere 
5 topique par le grand public. 

Jusqu'a maintenant, le discours tenu, tant scientifique que marketing, etait base sur 
l'argumentation suivante: au niveau de Tadipocyte, la stimulation de la liberation 
du glycerol provoque un destochage de materiel lipidique cellulaire, et done, en 
diminue le volume. Ceci, au niveau de la cellule, se traduit egalement au niveau 
10 du tissu adipeux par la diminution de son volume, apportant ainsi, localement, un 
effet amincissant du territoire concerne. 
De nombreuses solutions ont ete proposees. 

Presque toutes component, outre la stimulation metabolique de la liberation de 

glycerol par le biais d ? un agent biochimique quelconque, Taj out de cafeine dans la 
15 preparation finale afin de prolonger l'effet de l'AMPc intracellulaire qui regule 

positivement la liberation de glycerol par l'adipocyte. 

L'objet de ce brevet reside dans une approche totalement differente. 

En effet, nous avons envisage d'agir sur le metabolisme lipidique de l'adipocyte, 

non pas en augmentant la degradation des molecules lipidiques stockees, 
20 mesurable par la liberation de glycerol, mais en agissant en amont du mecanisrne 

de stockage des graisses par cette cellule. 

Le cholesterol, les triglycerides et autres molecules lipidiques en provenance du 
catabolisme des graisses absorbees dans l'alimentation sont insolubles dans l'eau, 
et sont transportees dans la circulation sanguine par le biais d'entite biochimiques 

25 connues sous le nom de LDL (Low Density Lipoprotein ou lipoproteine de basse 
densite). Ces LDL sont constitutes, en moyenne, par 25% de proteines, 20 % de 
phospholipides, 35% de cholesterol esterifie et 10% de triglycerides. 
La membrane des adipocytes exteriorise des recepteurs specifiques aux LDL. 
Apres la liaison du recepteur avec son ligand LDL, comme e'est le cas pour un 

30 grand nombre de recepteurs membranaires, il se produit une internalisation du 
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complexe recepteur-LDL, suivie de la dissociation de ce complexe et liberation 
dans l'adipocyte du contenu lipidique des LDL. Le recepteur libere est alors 
recycle dans la membrane. 

Ainsi qu'il est tres souvent observe en Biologie, ce type de mecanisme est sous la 
5 dependance d'une autoregulation. En effet, en fonction de sa concentration 
intracellulaire, a partir d'un seuil critique^ le cholesterol entre dans l'adipocyte, va 
agir par un mecanisme AMPc-dependant, aussi bien sur la neosynthese de 
cholesterol libre et des triglycerides que sur celle de nouveaux recepteurs et/ou sur 
le recyclage du recepteur libere dans la membrane de l'adipocyte. 
10 Ceci revient a dire que, plus la concentration de cholesterol libre dans l'adipocyte 
est elevee, plus les possibilites de stockage de nouvelles molecules de cholesterol 
et de triglycerides sont reduites par la baisse du nombre de recepteurs capables de 
fixer les LDL. 

L'idee a la base de ce brevet reside dans la deviation de ce mecanisme de 
15 regulation: utiliser un analogue du cholesterol, non metabolisable par l'organisme 
vers la voie de hormones steroi'diennes. 

En effet, lorsque la concentration intracellulaire de molecules de type cholesterol 
(cholesterol + diosgenine) arrive a son seuil critique, la composition intracellulaire 
de l'adipocyte en vrai cholesterol (et done egalement en triglycerides), est reduite 

2 0 puisque l'analogue structural du cholesterol mime le resultat de l'entree du 
complexe recepteur-LDL dans l'adipocytes. Dans ces conditions, on obtient la 
reduction des lipides et triglycerides intra-adipocytaires, en particulier par la 
reduction des ARN messagers codant pour les recepteurs aux LDL et pour les 
enzymes impliquees dans le metabolisme lipidique telles que 1'HMG-CoA 

25 reductase et 1'HMG-CoA synthase (Post & al. (1997) Arterios, Thromb Vase Biol 
17:3064-3070). 

Par cet artifice, la diminution du nombre de recepteur LDL membranaire stoppe 
alors la fonction de stockage des graisses par l'adipocyte a un niveau bien inferieur 
a ses capacites reelles, limitant ainsi la taille de Fadipocyte lui-meme et ainsi, par 
30 extension, celle du tissu adipeux dans sa generalite. 
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Cette demande de brevet concerne done l'application industrielle de cette 
hypothese et dans la solution pratique que nous y apportons car, apres de 
nombreuses etudes, nous avons elabore un extrait vegetal qui est capable de 
repondre a ce dessein, meme lorsqu'il est utilise de maniere topique; ce qui rend 
5 done possible son utilisation en Cosmetique et en Dermopharmacie. 

La plante utilisee, Dioscorea opposita pousse principalement en Chine oil elle est 
peu utilisee dans la medecine traditionnelle. Nous avons decouvert que le 
principal principe actif present dans les extraits de Dioscorea opposita faisant 
l'objet de ce brevet, est la diosgenine. 
10 La diosgenine, (egalement nitogenine, spirost-5-en-3-beta-ol)> peut etre consideree 
comme un analogue structural du cholesterol, mais, contrairement a ce dernier, 
n'est pas metabolisable en hormone steroide. 

A ce jour, cette molecule est utilisee en cosmetique ou en Dermopharmacie, pour 
ses proprietes anti-inflammatoires (par exemple Yamada et ah, (1997) Am. J. 

15 J P/2^5/o/.,273:G355-G364); comme partie de reactif permettant la determination 
des taux de cholesterol dans la peau (par exemple brevet SU -88-4357046 et 
Lopokhin et al., Leth. Appl.); pour ses proprietes antiseptiques cutanee (par 
exemple brevets MX 88-10622) ou pour des applications capillaires en general 
(par exemple FR 90-14542). 

20 Pour obtenir les resultats attendus, il est possible d'utiliser une quelconque partie 
de la plante Dioscorea opposita entiere, avec toutefois une preference pour le 
rhizome. 

Les extraits de Dioscorea opposita peuvent etre obtenus selon le protocol e 
suivant. Une quantite de 4,0 grammes de rhizome, seche et broye, de Dioscorea 

25 opposita est ajoutee dans 100 ml d'ethanol. 

Apres sechage, cet extrait alcoolique est repris par du glycerox (PEG6 caprilic 
capric triglyceride) pendant 1 heure a 60°C. Naturellement, a condition de 
respecter cette proportion, il est possible d'utiliser tous les multiples des valeurs 
donnees ici. La poudre seche ainsi obtenue, de couleur jaune pale peut etre utilisee 

30 telle quelle ou apres remise en solution dans tous les solvants possibles. 
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Selon les origines des plantes et les methodes d'extraction utilisees, les analyses de 
ces poudres seches realisees par chromatographic liquide haute performance 
(CLHP) demontrent la presence de diosgenine a des concentrations variant entre 
0,05 et 30,0%(p/p). 

5 Les solvants d'extraction cites ci-dessus ne sont pas limitatifs et peuvent etre choisis 
parmi l'eau, le propylene glycol, le butylene glycol, la glycerine, le polyethylene 
glycol, les ethers methyliques et/ou ethyliques des diglycols, les polyols cycliques, 
les diglycols ethoxyles ou propoxyles, les alcools (methanol, ethanol, propanol, 
butanol), ou tout melange de ces solvants. 

1 o Par ailleurs, il est possible de realiser des extraits de Dioscorea opposita par d'autres 

procedes comme, par exemple, la maceration, la simple decoction, la lixiviation, 
l'extraction sous reflux, l'extraction supercritique, Textraction au moyen d'ultrasons 
ou de micro-ondes ou enfin au moyen de techniques a contre courant, sans que cette 
liste soit limitative. 

15 ^incorporation des extraits de Dioscorea opposita dans les compositions 
cosmetiques est realisee par tout type de procede classiquement utilise en 
Cosmetologie et en Dermopharmacie. 

Sans etre limitatifs, les trois exemples suivants donnent des utilisations possibles des 
extraits obtenus. 

2 0 Fxemple N° 1 : Gel amincissant 



Carbopol R 1342 0,3 

Propylene glycol 2 

Glycerine 1 

Vaseline blanche 1 ,5 

2 5 Cylomethicone 6 

SipolC16C18S3 0,5 

LubrajelMS 10 

Triethanolamine 0,3 

Extrait de Dioscorea opposita 5,0 

30 Eau, conservateurs, parfum qsp 100 g. 
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Exemple N°2 : Creme amincissante 



Brij R 721 2,4 

Brij R 72 2,6 

ArlamoIR E 8,0 

5 Cire d'abeille 0,5 

Abil R ZP 2434 3,0 

Propylene glycol 3,0 

Carbopol R 941 0,25 

Triethanolamine 0,25 

l o Extrait de Dioscorea opposita 5,0 
Eau, conservateurs, parfums qsp 100 g. 
Exemple N°3 : Lotion alcoolique 

Ethanol 5.0 

Propylene glycol 2.0 

15 Abil R B8851 0.5 

EumulginR L 0.6 

Extrait de Dioscorea opposita 5,0 
Eau, conservateurs, parfum qsp 1 00 g 



Seuls, trois effets biochimiques et physiologiques benefiques mis en evidence au 
2 o cours du developpement des extraits de Dioscorea opposita, seront illustres dans les 
exemples suivants, sans que cette liste soit pour autant limitative. 
Exemple 4 Reduction de ['accumulation de triglycerides in vitro 
II est bien connu que lorsque certaines conditions de culture cellulaire sont 
reunies, les fibroblastes 3T3-L1 sont capables de se differentier en adipocytes 
25 (Kawade et al. In Comp. Biochem. Physiol. (1990) 96AN°2:323-326). 

Les triglycerides retrouves dans les adipocytes venant de se differencier, 
proviennent du glycerol nouvellement synthetise a partir de la glycolyse normale. 
Dans des conditions de culture cellulaire, comme il est tout a fait possible 
d'apporter du glucose marque au 14 C dans le milieu de culture, le dosage des 14 C- 
30 triglycerides signera le niveau de la synthese de triglycerides par les adipocytes. 
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La culture cellulaire des 3T3-L1 est realisee tout a fait classiquement, dans un 
milieu de culture DMEM + des extraits de serum de veau. Apres 24 heures, la 
differentiation est initiee par Taj out d'un melange isobutylmethylxanthine / 
dexamethasone / mitomycin / 14 C-glucose (0,5 jaCi.mr 1 ) au meme milieu de 
5 culture. L f extrait vegetal a tester, ou son solvant pour la serie controle, est ajoute a 
cette mixture aux concentrations requises. 

Apres 7 jours de culture, les triglycerides presents dans les cultures sont extraits a 
l'heptane, et sont doses dans cette phase au moyen d'une methode classique de 
scintillation liquide. Les test sont realises en triplicate. 
10 Dans ces conditions, en presence 3,0 et de 6,0 % de notre extrait, la radioactivite 
retrouvee, et done la quantite de triglycerides dans les adipocytes, est diminuee 
respectivement de 21,2 ± 1,1 % et de 45,4 ± 0,9 % par rapport aux valeurs 
controles, done sans notre extrait. 

Par ailleurs, nous avons controle d'une part que la presence de produit ne modifiait 
15 pas le nombre de cellules a la fin de l'essai et que, d'autre part, la radioactivite 
mesuree correspondait bien a des triglycerides et non a du 14 C-glucose ou a du 
14 C-glycerol qui n'auraient pas etes metabolises en triglycerides. 
Cet exemple demontre d'une part que le systeme cellulaire etudie est correct 
puisqu'on y retrouve bien la transformation du 14 C-glucose en triglycerides 
2 0 attendue et que, d'autre part, 1'extrait teste presente une efficacite reelle qui est 
dose-dependante. 

Exemple 5 : Estimation du nombre de recepteurs-LDL membranaires in vitro 
La methode utilisee ici repose sur le principe suivant. Le nombre de recepteurs 
membranaires est estime sur des cultures du meme type des cellules que dans 
2 5 Texemple precedent, en Tabsence ou en presence de notre extrait ajoute aux meme 
concentrations que ci-dessus. Pour ce faire, nous avons utilise une technique 
connue sous le nom anglais de binding (soit: etude de la liaison d'un recepteur 
avec son ligand specifique), qui consiste a mettre en presence des membranes 
cellulaires avec differentes concentrations de son ligand specifique au recepteur a 
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etudier, marque par un isotope facilement mesurable et, apres rin9age, de mesurer 
la radioactivite restant et done la quantite de ligand fixe sur les recepteurs. 
L'interpretation des mesures par la methode de Scatchard permet, entre autres 
parametres, d'evaluer le nombre de recepteurs sur les membranes etudiees. 
5 Les memes experiences sont effectuees dans les memes conditions mais en 
presence de cytochalasine-B. Ce produit est connu pour perturber les 
microsquelette par inhibition de la formation des filaments de myeline 
intracellulaire et done, de bloquer le processus d'internalisation et de recyclage des 
recepteurs des LDL, meme si l'association ligand - recepteur a bien lieu. 

10 Le tableau suivant montre les resultats obtenus sur trois series d'experimentations 
differentes, exprimes en pourcentage de variation par rapport a la mesure effectuee 
en F absence d'extrait a tester et de cytochalasine - B. 

Cytochalasine - B 
Absence Presence 

15 Controles 100± 1,1 % 95,4 ±2,0% 

Extrait (3,0 %) 86,4 ±3,9 % 96,1 ± 1,8 % 

Extrait (6,0 %) 72, 1 ±4,1 % 97,9 ± 1 ,5 % 

Cet exemple demontre qu'en presence de nos extraits mais en Tabsence de 
cytochalasine-B, le nombre de recepteurs presents sur la membrane externe des 

2 0 cellules etudiees diminue, et ce, de maniere concentration - dependante. 

En presence de cytochalasine-B, sur des cellules controles, le nombre de 
recepteurs est sensiblement identique a celui trouve en son absence. 
Ceci prouve que la cytochalasine-B ne perturbe pas le systeme etudie, ce qui 
valide les resultats suivants. 

25 En effet, en presence de cytochalasine qui inhibe le transport intracellulaire, le 
nombre de recepteurs a la surface des cellules etudiees est sensiblement identique 
a celui trouve chez les cellules controles. 

Ceci prouve que e'est bien notre extrait qui a provoque la diminution du nombre 
de recepteurs des LDL a la surface du systeme cellulaire in vitro etudie. 
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Exem ple 6 : Diminution des ARN messagers codant pour les recepteurs aux 

LDL et pour les HMG-CoA reductase et HMG-CoA synthase, 
Apres une periode de 48 a 72 heures de culture sous des conditions classiques, des 
preadipocytes 3T3-L1 sont incubes pendant 24 heures en presence ou en l'absence 
5 de differentes concentrations de notre extrait de Dioscorea opposita. 

La determination de ARN messagers codant pour les recepteurs aux LDL et pour 
les HMG-CoA reductase et HMG-CoA synthase est alors realisee par la technique 
classique Northern-blot, essentiellement comme il est decrit dans Twisk et al. 
(1993, Biochem. ^.290:685-691) ou par Ranheim et al. (1995, L. Lipid 
10 *ej.36:2079-2089). 

Les resultats suivants sont exprimes en pourcentage de variation des taux des 
differents ARN messagers mesures dans les experiences faites en presence de nos 
extraits par rapport aux controles (done en l'absence de nos extraits de Dioscorea 
opposita). 

15 " Extrait (3,0%) Extrait (6,0%) 

Recepteur aux LDL - 13,5 ± 1,1 % - 22,2 ± 2,2 % 

HMG-CoA reductase - 1 9,4 ± 1 ,2 % - 27,9 ±3,6 % 

HMG-CoA synthase - 29,7 ± 1 ,8 % - 40,3 ± 3,1 % 

En conclusion, les exemples ci-dessus demontrent que nos extraits de Dioscorea 

2 0 opposita repondent bien aux exigences de 1'hypothese developpee dans ce brevet 
pour obtenir une diminution du volume tissulaire par inhibition du stockage de 
materiel biochimique lipidique dans le tissu adipeux, et que cet effet est 
concentration dependant. 

La concentration de diosgenine dans les extraits de Dioscorea opposita (denommes 
25 Extraits dans la suite de cette description) peut varier entre 0.05% et 30% (p/p), 
preferentiellement entre 0,5 % et 25,0 % (p/p). 

La concentration des Extraits peut varier entre 0.01 % et 50 % (p/p), 
preferentiellement entre 0,1 % et 10 % (p/p) dans la composition cosmetique ou 
dermopharmaceutique finie. 
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Les Extraits peuvent etre utilises dans toute forme galenique employee en 
cosmetique ou dermopharmacie: emulsions H/E et E/H, laits, lotions, polymeres 
gelifiants et viscosants, tensioactifs et emulsifiants, pommades, lotions capillaires, 
shampooings, savons, sticks et crayons, sprays, huiles corporelles, sans que cette 
5 liste soit limitative. 

II est possible d'incorporer les Extraits dans des vecteurs cosmetiques comme les 
liposomes, les chylomicrons, les macro-, micro- et nanoparticules ainsi que les 
macro-, micro- et nanocapsules, de les absorber sur des polymeres organiques 
poudreux, les talcs, bentonites et autres supports mineraux. 
10 Les Extraits peuvent etre combines dans les compositions cosmetiques avec tout 
autre ingredient habituellement utilise en cosmetique: lipides d'extraction et/ou de 
synthese, polymeres gelifiants et viscosants, tensioactifs et emulsifiants, principes 
actifs hydro- ou liposolubles, extraits d'autres plantes, extraits tissulaires, extraits 
marins. 

15 Les Extraits sont utilises tels quels, dans des compositions cosmetiques ou 
dermopharmaceutiques en tant que telles ou pour la preparation d'un medicament 
pour tous les soins de la peau, particulierement le traitement amincissant des 
surcharges ponderales des cuisses et des hanches, le traitement de la cellulite et le 
raffermissement cutane. 
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REVINDICATIONS 

1. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques, caracterisees en ce 
qu'elles contiennent un extrait de Dioscorea opposita. 

2. Compositions cosmetiques et dermopharmaceutiques selon la revendication 1 
5 caracterises en ce que l'extrait contient entre 0,05% et 30,0%, 

preferentiellement entre 0,5 % et 25,0 % (p/p) de diosgenine 

3. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon les revendications 
1 et 2 caracterisees en ce que l'extrait est obtenu a partir d'une quelconque 
partie de la plante entiere ou, de preference, a partir du rhizome. 

10 4. Compositions cosmetiques et dermopharmaceutiques selon les revendication 
1 a 3 caracterisees en ce que l'extrait est obtenu avec des solvants 
d'extraction choisis parmi l'eau, le propylene glycol, le butylene glycol, la 
glycerine, le polyethylene glycol, les ethers methyliques ou ethyliques des 
diglycols, les polyols cycliques, les diglycols ethoxyles ou propoxyles, les 

15 alcools (methanol, ethanol, propanol, butanol), ou tout melange de ces 

solvants. 

5. Compositions cosmetiques et dermopharmaceutiques selon les 
revendications 1 a 4 caracterisees en ce que l'extrait est obtenu par extraction 
ethanolique puis, par traitement par du glycerox, pendant 1 heure a 60°C et 

2 o sechage pour obtenir une poudre de couleur jaune clair. 

6. Compositions cosmetiques et dermopharmaceutiques selon Tune des 
revendications 1 a 5 caracterisees en ce que l'extrait est obtenu par des 
techniques de maceration ou par d'autres procedes comme, par exemple, la 
simple decoction, la lixiviation, l'extraction sous reflux, l'extraction super- 

2 5 critique, l'extraction au moyen d'ultrasons ou de micro-ondes ou enfin des 

techniques a contre courant. 

7. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon Tune des 
revendication 1 a 6 caracterisees en ce que l'extrait est utilise soit sous forme 
liquide, soit sous forme seche obtenue par les techniques classiques de 

30 precipitation, de sechage, d'evaporation, d'atomisation ou de lyophilisation. 
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8. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon Tune des 
revendications 1 a 7, caracterisees en ce que la concentration de l'extrait varie 
entre 0.01 % et 50 % (p/p), preferentiellement entre 0,1 % et 10 % (p/p). 

9. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon 1'une des 
5 revendications 1 a 8, caracterisees en ce qu'elles se presentent sous toute forme 

galenique employee en cosmetique ou dermopharmacie: emulsions H/E et 
E/H, laits, lotions, polymeres gelifiants et viscosants, tensioactifs et 
emulsifiants, pommades, lotions capillaires, shampooings, savons, sticks et 
crayons, sprays, huiles corporelles. 

10 10. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon Tune des 
revendications 1 a 9, caracterisees en ce que l'extrait est incorpore dans des 
vecteurs cosmetiques comme les liposomes, les chylomicrons, les macro-, 
micro- et nanoparticules ainsi que les macro-, micro- et nanocapsules, de les 
absorber sur des polymeres organiques poudreux, les talcs, bentonites et autres 

15 supports mineraux. 

1 1 . Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon l'une des 
revendications 1 a 10, caracterisees en ce que l'extrait est utilise avec tout 
autre ingredient habituellement utilise en cosmetique: lipides d'extraction et/ou 
de synthese, polymeres gelifiants et viscosants, tensioactifs et emulsifiants, 

20 principes actifs hydro- ou liposolubles, extraits d'autres plantes, extraits 

tissulaires, extraits marins. 

12. Utilisation de la composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 
11, dans les applications cosmetiques et dermopharmaceutiques pour les 
soins de la peau ainsi que pour la preparation de medicaments pour tous les 

2 5 soins cutanes, et, particulierement le traitement amincissant des surcharges 

ponderales des cuisses et des hanches, le traitement de la cellulite et le 
raffermissement cutane 

13. Utilisation de la composition selon l'une quelconque des revendications 1 a 
11, dans les applications cosmetiques et dermopharmaceutiques pour les 

30 soins de la peau ainsi que pour la preparation de medicaments pour tous les 
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soins cutanes, pour obtenir une reduction des concentrations des lipides, du 
cholesterol et des triglycerides intra-adipocytaires, en particulier par la 
reduction des ARN messagers codant pour les recepteurs aux LDL et pour 
les enzymes impliquees dans le metabolisme lipidique (HMG-CoA 
5 reductase et HMG-CoA synthase). 
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